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摘要 : 用 RAPD 技术 研究 了 棺 头 蜂 属 Loxoblemmus 9 个 种 的 亲缘 关系 。 研 究 中 每 种 使 用 了 3 个 标本 ， 试 验 所 用 的 54 种 随机 引 
物 中 ， 有 5 种 引物 能 扩 增 出 清晰 而 稳定 的 多 态 性 片断 ， 多 态 性 片断 共计 193 条 。 根 据 扩 增 结 果 ， 计 算 了 个 体 间 及 种 间 扩 增 
片断 共享 度 和 遗传 距离 ， 用 UPGMA 法 进行 聚 类 分 析 ， 构 建 系统 树 。 每 个 种 均 各 自 聚 为 一 类 ， 聚 类 结果 所 呈现 的 属 内 种 间 
关系 与 传统 分 类 研究 基本 一 致 。 
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Analysis of relationships among species in the genus Loxoblemmus (QOrthoptera: 





Grylloidea, Gryllidae) using random amplified polymorphic DNA (RAPD) 

LI Kai , ZHENG Zhe-Min’, CHEN Li-Qiao (1. School of Life Sciences, East China Normal University, Shanghai 
200062; 2. Institute of Zoology, Shaanxi Normal University, Xi an 710062, China) 

Abstract: The technique of random amplified polymorphic DNA (RAPD) was used to study the relationships of 9 species 
in the genus Loxoblemmus. A total of 27 samples were used in this study: 3 samples for each species. Among 94 abi- 
trary primers C10 bp) under predetermined optimal reaction conditions, 9 primers were informative and yielded a total of 
193 clear and reproducible bands. Dendrograms were constructed based on genetic distance by the UPGMA method. In- 


dividuals of the same species clustered together. The relationships indicated by cluster analysis was mostly the same as 


those based on comparative morphology. 
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棺 头 蚂 属 Loxoblemmus 是 Saussure 于 1877 年 建 
立 的 ， 本 属 是 星 蜂 总 科 Grylloidea 中 的 广 布 类 群 ， 
种 类 较 多 ， 现 在 全 世界 已 知 41 种 ， 我 国 已 知 15 种 
《上 殷 海 生 和 刘 完 伟 ，199$)。 由 于 本 属 形态 上 难以 区 
分 的 近 缘 种 较 多 ， 一 些 种 类 之 间 存 在 着 过 渡 类 型 ， 
给 本 属 的 种 类 鉴定 造成 了 一 定 困难 ， 如 台湾 棺 头 里 
工 ，jormosanas 和 小 柜 头 旺 工 ，aomoriensis 的 外 部 形 
态 及 外 生殖 器 的 差异 不 太 明 显 ， 在 形态 上 较 难 区 
分 ; 本 属 也 存在 同 物 异 名 现象 及 有 争议 的 种 类 ， 如 
窃 柜 头 旺 工 .detectas 和 哈尼 棺 头 蜂 工 .hanni 的 分 合 
问题 《上 笑 海 生 和 刘 完 伟 ，1995，Otte，1996， 尤 平 
和 郑 哲 民 ，2001)。 另 外 ， 本 属 的 雌性 难以 鉴别 区 
分 ， 这 也 一 直 是 困扰 形态 分 类 学 家 的 问题 。 目 前 关 
于 本 属 的 系统 学 研究 主要 以 形态 学 性 状 为 依据 





《Chopard，1969; Gorochov，1985; 段 海 生 和 刘 完 伟 ， 
1995)， 而 对 本 属 种 类 亲缘 关系 研究 仅见 尤 平 和 郑 
哲 民 【2001) 对 五 种 棺 头 星 核 型 的 比较 研究 。 
RAPD 技术 是 Williams 和 Welsh 等 分 别 于 1990 
年 报道 的 一 项 DNA 多 态 性 检测 技术 《Williams et 
al .，1990; Wellsh and McClelland，1990)， 由 于 其 上 
有 简便 、 快 捷 等 特点 ， 被 广泛 应 用 于 种 属 分 类 鉴 
定 、 基 因 图 谱 构建 以 及 物种 亲缘 关系 和 系统 进化 等 
的 研究 《和 鲁 亮 和 归 鸿 ，1995; Chu and Howard， 
1998; 沈星 等 ，1999; 田 英 芳 等 , 2001; 田 英 芳和 郑 
哲 民 ，2001，2002; 朱 道 弘 等 ，2001; 蒋 国 芳 等 ， 
2002; 鲁 成 等 ，2002; 张 素 芳 等 ，2002) 。 本 文 运用 
RAPD 技术 对 我 国 棺 头 星 属 常见 种 类 的 基因 组 DNA 
多 态 性 进行 了 分 析 ， 在 分 子 水 平 探讨 它们 的 分 类 地 
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位 和 亲缘 关系 ， 骨 在 为 补充 和 完善 棺 头 星 属 的 分 类 
及 星 蛇 科 的 分 类 系统 提供 分 子 水平 的 证 据 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 材料 
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本 研究 所 用 实验 材料 均 为 100 儿 酒精 浸泡 标 
本 ， 首 先 依据 形态 特征 对 标本 进行 鉴定 《Chopard， 
1969; Gorochov，1985; 括 海 生 和 刘 完 伟 ，1995)， 
种 类 、 数 量 及 采集 地 点 和 时 间 详 见 表 1。 


表 1 实验 材料 种 类 和 产地 
Table 1 List of species and locality of samples 





样品 号 种 名 数量 采集 时 间 采集 地 点 
Sample code Species Number Collection date Collection site 
Al-3 尖 角 棺 涉 蜂 工 . angulatus B.-Bienko 38 2000. 08. 03 ”广西 陇 瑞 Longrmi，Guangxi 
BI-3 多 伊 术 头 星 工 .doenita Stein 38 2001. 08. 26 ”陕西 西安 Xi’an, Shaanxi 
C1-3 窃 棺 涉 蜂 上 . detecus (Serville) 33 1999. 08. 22 ”四 川 旺 若 Wangcang，Sichuan 
D1-3 石 首 棺 涉 峰 上 .equestris Saussure 33 2000. 08. 03 广西 陇 瑞 Longrmui，Guangxi 
E1-3 雅 棺 头 凤 L. jacobsoni Chopard 38 2000. 08. 16 广西 连 花 山 Lianghua Shan，Guangxi 
F1-3 泰康 棺 涉 星 了 iaicoxm Saussure 3 2000. 08. 11 广西 罕 王 老 山 Cenwanglao Shan，Guangxi 
G1-3 人 台湾 棺 涉 同 上. formosanus Shiraki 33 1999. 08. 29 ”甘肃 文 县 大 口 镇 Bikou,， Wenxian，Gansu 
HI-3 介 棺 涉 蜂 上 .intermedius Chopard 33 2000. 08. 10 ”广西 老 山林 场 Lao Shan，Guangxi 
11-3 小 棺 涉 蜂 上 .aomoriensis Shiraki 38 1999. 08. 28 甘肃 文 县 但 口 镇 Bikou, Wenxian，Gansu 


1.2 基因 组 DNA 的 提取 及 检测 

参照 田 英 芳 等 (1999) 昆虫 基因 组 DNA 提取 
方法 并 作 了 部 分 修改 。 取 每 个 星 蛇 的 一 只 后 足 股 节 
的 肌肉 组 织 匀 浆 提 取 基 因 组 DNA， 其 余部 分 保留 。 

凝 胶 电泳 (1% 琼脂 糖 ) 检测 DNA 样品 的 有 和 
无 ， 并 用 美国 Beckman 公司 DUR640 核酸 /蛋白 质 分 
析 仪 对 样品 进行 了 纯度 和 浓度 的 检测 。 
1.3 RAPD-PCR 扩 增 及 电泳 

根据 预 实验 中 对 PCR 各 组 分 的 优化 结果 ， 扩 
增 反 应 体系 的 组 分 如 下 : 反应 总 体积 为 25 uL， 伟 
2.5 nL PCR 10 x buffer，2.0 mmol/L MeCl,， 4 种 
dNTP 各 0.1mmol/L，20 ng 引物 ，2.5U TaqDNA 聚合 
酶 《上 海 Sangon 公司 ) 及 25 ~ 50 ng 模板 DNA。 

反应 程序 为 : 94% 预 变性 1 min 45 s，94% 变 
性 30 s，37% 退 火 1 min，72% 延 伸 2 min， 共 45 个 
循环 ， 最 后 一 个 循环 后 在 72% 延 伸 10 min。 

PCR 扩 增 仪 使 用 美国 Thermdyne Amlitron II 型 ， 
所 用 随机 引物 为 上 海 Sangon 生物 工程 公司 合成 。 

扩 增 产物 用 含有 0.05% 演化 乙 狂 的 1.5% 琼 脂 
糖 凝 胶 电 泳 检测 ， 电 泳 缓冲 液 为 0.5 x TBE， 输出 
电压 50 VY， 电 泳 约 2 h， 紫 外 透射 仪 上 观察 并 拍照 。 





1.4 RAPD 结果 分 析 

根据 记录 实验 结果 的 照片 计数 清晰 可 辩 稳 定 的 
扩 增 片断 ， 用 数字 “1”，“0” 表 示 扩 增 片断 的 有 或 
无 ， 同 时 根据 Nei 等 〈1979) 的 公式 : FF = 2 Nyy/ 
(Nx+ Ny) (其 中 Nyy 为 X，YY 两 个 样品 共同 拥有 的 
扩 增 带 ，N, 和 Ny 分 别 为 X 和 了 两 个 样品 的 扩 增 
带 )， 计 算 样 品 之 间 的 随机 扩 增 多 态 性 DNA 片断 共 
享 度 严 〈 又 称 遗 传 相 似 系数 ) 和 遗传 距离 D， 用 
PHYLIP 《Version 3.SC) 软件 包 进 行 数据 处 理 ， 采 
用 两 类 数据 模式 ， 一 类 以 个 体 为 单位 ， 另 一 类 以 种 
为 单位 。 以 PHYLIP 中 的 Neighbor 进行 UPGMA 聚 类 
分 机 ， 得 到 聚 类 图 ， 再 用 Bootstrap 对 聚 类 图 进行 可 
信 度 分 析 。 


2 结果 


2.1 引物 筛选 及 RAPD 扩 增 结果 

研究 中 共 使 用 54 种 随机 引物 ， 经 筛 选 有 9 种 
引物 S8、S$83、S142、S4、S50、S61、S97、S55、 
S379 可 产生 稳定 的 扩 增 带 ， 其 碱 基 序列 及 扩 增 带 数 
见 表 2?。 
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表 2 随机 引物 序列 及 扩 增 带 数 
Table 2 List of sequence of primers and mmmbers of RAPD bands 





引物 引物 序列 《5' 一 3 扩 增 带 数 引物 引物 序列 〈5' 一 3 扩 增 带 数 
Primer Sequence Numbers of RAPD bands Primer Sequence Numbers of RAPD bands 
54 GGACTGGAGT 23 S83 GAGCCCTCCA 15 
Ss8 GTCCACACGE 15 | 8s97 ACGACCGACA 24 
S50 CETCTACACC 22 | sl42 EECTECEGGAA 19 
S55 CATCCGTECT 27 |  s379 CACAGGCGGA 26 
S61l TICGAGCCAG 22 音 计 Total 193 


从 表 2 可见 ，9 种 随机 引物 总 扩 增 带 数 为 193， ” 均 为 15 条 。 不 同 引 物 扩 增 产物 有 显著 差异 。 引 物 
平均 每 种 引物 扩 增 带 数 为 21.4 条 。 扩 增 带 数 最 多 50 对 9 种 枢 头 旺 27 个 个 体 的 扩 增 图 谱 如 图 I 所 
的 为 S55， 为 27 条; 扩 增 带 数 最 少 的 为 S88 与 S83， 不。 


2 .3 M3 6 F893 贡生 





II21H31415 16 17 18 9 10 1 12 13 14 15 16 


图 1 引物 Ss0 对 夭 头 蜂 属 9 种 蜂 蜂 的 RAPD 扩 增 结果 
Fig. 1] Amplification of generic DNA of 9 species in the genmus Loxoblemmis using primer S30 
让 1; 9，10，18. 分 子 量 标记 (XDNA/ EcoRT + nd 而 》: 2~4. 尖 角 棺 头 蜂 工 ，angularus; 5~7?7. 多 恨 棺 头 蜂 .doeniizi: 
8，11， 12. 千 棺 头 蜘 Ldaectus; 13~ 15. 有 首 棺 头 蜂 工 ，equestris; 16 ~ 17. 雅 棺 头 蜂 ,jacobsoni. 
B: 1， 9， 16. 分 子 量 标记 (XDNA/ EcoRT + Hind 而 》;: 2. 雅 棺 头 蜂 工 ，jaeotsomi; 3 ~5. 泰康 棺 头 蜂 工 ,Yaimun: 
6~8. 台湾 棺 头 蜂 了 工 ， prmosanus: 10~ 12. 介 棺 涉 昂 上 intermedius: 13 ~ 15. 小 棺 头 蜂 Lgomoriensis. 


2.2 ”人 焉 传 距离 、 遗 传 一 致 性 和 和 聚 类 图 种 间 扩 增 片 断 共 享 度 和 和 遗传 距离 见 表 3。 根 据 遗 传 


同 前 面 的 方法 ， 得 到 9 种 棍 头 星 27 个 个 体 间 ”距离 用 UPGMA 法 聚 类 分 析 得 聚 关 图 《图 2， 图 3)。 
及 种 间 的 扩 增 片断 共享 度 《〈《 严 ) 和 遗传 距离 〈 态 )， Bootstrap 分 析 其 聚 类 图 的 可 信和 度 均 在 51% 以 上 。 


表 3 ， 棺 头 星 属 9 个 种 的 PAPD 片断 共享 度 《 上 三 角 ) 和 和 遗传 距离 《下 三 角 ) 
Table 3 The proportion of RAPD fragments shared (CF? upper diagonal? and the genetic distance lower diagonal> 
among 9 Species of Loxoblernmrs 


种 名 Species 和 B C D E F G H I 
尖 角 棺 头 蜂 工 , anguiatus 0.6581 0.5565 0.6613 0.7290 0.6317 0.6410 0.7366 0.6133 
多 颁 棺 头 蜂 工 . doenitzi 0.3419 0.8293 0.6162 0.5685 0.4902 0.7990 0.6033 0.6307 
密 棺 头 蜂 工 ，deiectas 0.4435 0.1707 0.5360 0.5267 0.4438 0.7409 0.5771 0.6599 
石 首 棺 头 蜂 ,equestris 0.3387 0.3838 0.4640 0.6506 0.5164 0.4597 0.6277 0.5009 
雅 棺 头 蜘 L, jambsoni 0.2710 0.4315 0.4733 0.3494 0.7129 0.5700 0.7889 0.5096 
泰康 棺 头 蜂 L,Yoicoun 0.3683 0. 5098 0.5562 0.4836 0.2871 0.4453 0.8104 0.3569 
台湾 棺 头 工 .prmosanus 0.3590 0.2010 0.2591 0.5403 0.4300 0.5547 0.5213 0.7966 
介 棺 头 星 L,， invermedius 0.2634 0.3967 0.4229 0.3723 0.2111 0.1896 0.4787 0.4714 


小 棺 涉 蜂 工 ， oormeoriensis 0.3867 0.3693 0.3401 0.4991 0.49Q4 0.6431 0.2034 0.5286 
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图 2 ”根据 遗传 距离 用 UPGMA 法 得 到 
27 个 星 蜂 样品 的 聚 类 
Fig. 2 Dendrogram of 27 samples of cricket DNA based 
on genetic distance using UPGMA 


3 讨论 


棺 头 星 是 常见 的 一 类 蚂 蛇 ， 主 要 通过 雄性 颜面 
和 外 生殖 器 特征 进行 识别 ， 由 于 本 属 形态 上 难以 区 
分 的 近 缘 种 较 多 ， 有 的 种 类 间 存 在 着 过 渡 类 型 ， 给 
本 属 的 种 类 鉴定 造成 了 一 定 困难 。 我 们 研究 了 我 国 
常见 的 9 种 棺 头 旺 以 探讨 RAPD 技术 在 该 属 种 类 鉴 
定 、 亲 缘 关 系 分 析 等 研究 中 的 适用 性 。 从 图 2 ~3 
的 结果 来 看 ， 以 个 体 为 单位 的 聚 类 图 显示 (图 2)， 
每 一 种 的 不 同 个 体 均 聚 在 一 起 ， 这 说 明 同 种 不 同 个 
体 之 间 虽 然 存 在 差异 ， 但 个 体 差 异 小 于 种 间 差 异 ， 
同时 也 表明 实验 中 建立 的 RAPD 反应 体系 较为 稳 
定 ， 可 用 于 分 类 和 进化 的 研究 。9 种 棺 头 星 的 种 间 
聚 类 图 (图 3) 所 显示 的 两 大 分 支 正 是 代表 了 棺 头 
蜂 属 的 两 大 类 ， 第 工大 类 的 触角 第 一 节 具 突起 ， 第 
[大 类 的 触角 第 一 节 缺 突起 。 在 第 I 大 类 中 : 触角 
第 一 节 突 起 较 长 的 4 种 可 头 蜂 有 着 较 近 的 亲缘 关 
系 ， 在 这 4 种 中 泰康 棺 头 星 与 介 棺 头 时 最 近 〔〈 遗 传 
距离 为 0.1896)， 在 形态 上 它们 也 较 相 似 ， 雅 棺 头 
蜂 次 之 ， 尖 角 棺 头 蜂 与 它们 亲缘 关系 较 远 ， 在 形态 
上 也 仅 尖 角 棺 头 星 的 额 突 端 缘 呈 角 状 突出 ;而 触角 
第 一 节 突 起 很 短 的 石 首 棺 头 里 与 前 几 种 亲缘 关系 最 
远 。 在 第 工大 类 中 : 焙 面 具 侧 突 的 窃 棺 头 星 与 多 伊 
棺 头 星 亲 缘 关 系 最 近 〔〈 遗 传 距离 为 0.1707)， 首 先 
聚 在 一 起 ， 接 着 颊 面 缺 侧 突 的 台湾 棺 头 星 与 小 棺 头 
蜂 依 次 与 它们 相聚 ， 形 态 上 相近 的 台湾 棺 头 星 与 小 


泰康 桥头 即 二 jaicoun 
介 展 关 晓 二 intermedizs 
站 术 头 里 二 jacobsoni 
尖 角 棺 头 蜂 Z angulatius 
石 首 迪 头 蜂 L equesiris 
小 慷 头 妊 £. qomoriensis 
多 仇 粮 头 同 L. doenizi 
穷 棺 头 蜂 detectus 





台湾 枕头 杂志 formosantus 


图 3 根据 遗传 距离 用 UPCMA 法 得 到 的 
9 种 蜂 蛇 的 聚 类 图 


Fig. 3 Dendrogram of 9 species of crickets based on genetic 
distance using UPGMA 


棺 头 星 也 有 着 较 近 的 亲缘 关系 (遗传 距离 为 
0.2034》， 但 它们 被 很 好 的 区 分 开 了 。 从 聚 类 图 的 
分 支 关系 看 ， 这 9 种 棺 头 蜂 大 致 存在 两 个 相对 独立 
的 聚 类 ， 属 内 种 间 亲 缘 关 系 的 远近 程度 可 以 清楚 地 
显示 。 这 些 与 传统 形态 分 类 基本 吻合 ,也 与 尤 平和 
郑 哲 民 〈2001)》 对 5 种 棺 头 蜂 核 型 的 比较 研究 得 出 
的 该 5 种 棺 头 星 的 亲缘 关系 相似 。 

在 实验 中 经 过 比较 发 现 ， 尽 管 影响 RAPD 的 因 
素 较 多 ， 但 只 要 注意 反应 条 件 的 优化 ， 试 验 条 件 的 
稳定 ， 其 结果 具有 重复 性 。 同 时 ， 本 研究 显示 
RAPD 技术 在 属 内 种 间 的 系统 学 研究 中 具有 很 好 的 
适用 性 ， 也 可 以 准确 而 快速 地 解决 棺 头 星 属 近 缘 
种 、 疑 难 种 的 问题 。 
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